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RESUMEN

En la enfermedad de Chagas la cardiopatia es una manifestacion irreversible de la
fase cronica. Existe controversia para definir las causas de progresion de la fase
aguda a la cronica. Este trabajo tiene como objetivo definir las fases aguda y
cronica de la enfermedad de Chagas, mediante la presencia del parasito infiltrado
linfocitario y fibrosis, para determinar la evolucion de la enfermedad en modelo
murino. Se infectaron 50 ratones CD1 por via intraperitoneal con 7. cruzi y 30
ratones con solucién salina como grupo control, se cuantificO parasitemia y se
realiz6 cortes de corazén y tincion con HE y Masson. Los titulos de IgG se
determinaron por prueba de ELISA. Se identific un incremento significativo de
la parasitemia a partir del dia 15 después de la infeccidon (dpi) con un maximo de
4.1 x 10°parésitos al 33 dpi y que finalizé a los 47 dpi; los nidos de amastigotes se
observaron entre los 15-62 dpi. El analisis histolégico del corazén mostrd
infiltrado linfocitario y lesiones fibréticas desde los 8 dpi hasta el final del estudio
a los 100 dpi. Entre los 40-60 dpi se identific6 incremento de células plasmaéticas
en miocardio con seropositividad determinada por ELISA entre los 40-60 dpi, se
consider6 como fase de transicion y a los 62 dpi, y el inici6 la fase cronica
caracterizada por ausencia de amastigotes con infiltrado y lesiones fibroticas con
seropositividad. La correlacién entre parasitemia y nidos de amastigotes (r’=0.930
y baja entre fibrosis con amastigotes (r’= 0.306), y durante los 100 dpi fue entre
fibrosis con infiltrado linfocitario (r*= 0.899). El modelo murino es idéneo debido
a que se pueden reproducir las fases aguda y crénica de la enfermedad de Chagas
en forma similar al humano. Se determin¢ la fase aguda entre los dias 1-60 dpi y
la crénica a partir del 62 dpi; el dafio fibrético se aprecia como consecuencia del
infiltrado inflamatorio, el cual es constante, por otro lado, se identificé que la
fibrosis inicia desde la fase aguda y es mas aparente en la fase cronica. Asi mismo
en tejido cardiaco se identific6 que el infiltrado inflamatorio se componia
principalmente de células CD8" productoras de interferén gama que a nivel local
podrian estar implicadas en el dafio que induce la cardiopatia de la enfermedad de
Chagas.



ABSTRACT

In Chagas disease, heart disease is a common and irreversible manifestation of the
chronic phase. There is controversy to define the causes of progression from the
acute to the chronic phase. The objective of this work is to define the acute and
chronic phases of Chagas disease, through the presence of the infiltrated
lymphocytic parasite and fibrosis, to determine the evolution of the disease in a
murine model. 50 CD1 mice were infected intraperitoneally with T. cruzi and 30
mice with saline as a control group, parasitaemia was quantified and heart sections
and HE and Masson staining were performed. IgG titers were determined by
ELISA test. A significant increase in parasitaemia was identified from day 15 after
infection (dpi) with a maximum of 4.1 x 10° parasites at 33 dpi and ending at 47
dpi; amastigote nests were observed between 15-62 dpi. Histological analysis of
the heart showed lymphocytic infiltrate and fibrotic lesions from 8 dpi to the end
of the study at 100 dpi. Between 40-60 dpi, an increase in myocardial plasma cells
with seropositivity determined by ELISA was identified between 40-60 dpi, it was
considered a transition phase and at 62 dpi, and the chronic phase characterized by
the absence of amastigotes with infiltrate began and fibrotic lesions with
seropositivity. The correlation between parasitaemia and amastigote nests (r* =
0.930 and low between fibrosis with amastigotes (r* = 0.306), and during the 100
dpi it was between fibrosis with lymphocytic infiltrate (r* = 0.899). The murine
model is ideal because can reproduce the acute and chronic phases of Chagas
disease in a similar way to humans. The acute phase was determined between days
1-60 dpi and the chronic from 62 dpi; the fibrotic damage is seen as a consequence
of the inflammatory infiltrate, which is constant, on the other hand, it was
identified that fibrosis begins from the acute phase and is more apparent in the
chronic phase. Likewise, in cardiac tissue it was identified that the inflammatory
infiltrate was mainly composed of CD8 * cells that produce gamma interferon that
at the local level they could be implicated in the damage induced by the heart
disease of Chagas disease.



INTRODUCCION

La enfermedad de Chagas es una zoonosis compleja, que involucra la interaccion entre
diversas especies de insectos triatominos vectores y diversos mamiferos silvestres, el
transmisor puede tener ciclos peridomésticos y domésticos, y la enfermedad tiene varias
formas de transmision. En el humano, la evolucion de la enfermedad se puede presentar con
diversas manifestaciones clinicas. Esta enfermedad es causada por Trypanosoma cruzi,
protozoario flagelado que en forma natural se transmite por insectos hematdfagos llamados
triatominos; este parasito intracelular fue descubierto en 1909 por el Dr. Carlos Chagas en
Minas Gerais Brasil, quien describe gran parte del ciclo bioldgico al relacionar el parésito
con el transmisor (Panstrongylus megistus) del cual aisla al parasito y reproduce la infeccion
en animales de experimentacion; ademas enfatiza las condiciones de vivienda rurales que se
requieren para la propagacion del vector (1); condiciones que atn prevalecen en nuestros dias
Actualmente se estima que en el mundo existen entre 6 y 7 millones de personas infectadas
(2). La distribucion de la enfermedad de Chagas en América se describe en 21 paises
endémicos del vector desde el sur de los EUA hasta el sur de Argentina y Chile (Imagen 1),
donde la infeccion natural se asocia a factores de riesgo como material de construccion de
viviendas y otras caracteristicas propias del &mbito rural que favorecen la infeccion; por esta

razon la enfermedad de Chagas ha sido incluida dentro de las enfermedades desatendidas (3).
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Imagen 1. Distribucion de la enfermedad de Chagas (7).

La infeccion por 7. cruzi es adquirida por varios mecanismos, el mas importante es el natural,
el cual se lleva a cabo por medio de un triatomino infectado, esta forma de transmision es
muy comun en areas rurales. En las zonas urbanas, se presenta la transmision por transfusion
de sangre o sus componentes con mayor prevalencia. Otras formas de transmision descritas
son la transmision materno fetal, vertical o connatal, alimentos contaminados con
deyecciones del vector, ingestion del mismo y menos frecuentes los accidentes de

laboratorio.

Actualmente es considerada un severo problema sanitario; en los ultimos afios se ha
observado una mayor frecuencia de personas infectadas por transmision transfusional y

trasplantes de organos en paises como Estados Unidos de América, Canadd, algunos




europeos y del Pacifico Occidental, lo anterior se atribuye a la movilidad poblacional entre

América Latina y el resto del mundo (1).

Agente etioldgico:
El agente causal se ubica dentro de la siguiente clasificacion taxondémica (4).
Superreino: Eukaria
Reino: Protozoa
Infrarreino: Euglenozoa
Phylum: Euglenozoa
Clase: Kinetoplastida
Orden: Trypanosomatida

Familia: Trypanosomatidae Adsptado de Salazar, 2011

Género: Trypanosoma Imagen 2. Fases morfologicas del parasito

Especie: Trypanosoma. cruzi
Las principales fases o estadios bioldgicos que presenta el pardsito reciben varios nombres:

Tripomastigote (18- 21 um).

Tripomastigote es la forma infectante; cuando se encuentra en las heces del vector se
denomina tripomastigote metaciclico y en sangre se conoce como tripomastigote sanguineo
el cual puede ser infectante en casos de transmision transfusional (5).

Las formas sanguineas al ser tefiidas con Giemsa se observan en forma de C o S, con un
nicleo rojo obscuro que es muy aparente en la parte media del cuerpo del parasito, el
cinetoplasto violeta casi negro se localiza en la porcién posterior donde sale el flagelo
posterior al nucleo, el cual, dentro del cuerpo, forma lo que se conoce como membrana
ondulante para salir por la porcion posterior, el citoplasma se tifie de azul, se observan

granulos violetas palido (6).

Epimastigote (16 a 18 um).
En el intestino medio del insecto y en los medios de cultivo convencionales se divide como
epimastigote (5) esta fase que presenta forma de huso y al ser tefiido con Giemsa, puede

observarse el cinetoplasto que se ubica sobre el nticleo el cual se localiza en la parte central



del cuerpo. Los colores del ntcleo y el cinetoplasto y citoplasma son semejantes a lo descrito
anteriormente, el flagelo se origina del cinetoplasto y forma una pequefia membrana

ondulante antes de salir por la parte anterior del parasito (6).

Amastigote (1.5- 4.0 um)

Cuando el parésito se encuentra intracelular en los tejidos del vertebrado, recibe el nombre
de amastigote, que es una forma esférica o subesférica aflagelar, se multiplica dentro células
del huésped vertebrado (5). Al tefiirse con Giemsa se puede observar el nicleo rojo muy

aparente y el cinetoplasto junto a ¢l en forma de bastoncillo azul intenso violeta (6).
Ciclo biologico

Cuando el trasmisor se alimenta de un mamifero infectado ingiere, junto con la sangre, al
parasito circulante; en la luz del intestino se multiplica y se desarrollan hacia tripomastigotes
metaciclicos (formas infectantes) que salen junto con las deyecciones, atraviesan piel o
mucosas e infectan al mamifero donde circulan como tripomastigotes sanguineos y
posteriormente en forma intracelular como amastigotes, se multiplican por fisiéon binaria
longitudinal dentro de las células del sistema fagocitico mononuclear, tejido linfoide y
muscular o nervioso; el ciclo se completa cuando los tripomastigotes sanguineos son

ingeridos por el transmisor (7).
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Imagen 3. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi



Fases clinicas de la enfermedad de Chagas

La enfermedad de Chagas tiene dos fases clinicas, la fase aguda y la fase cronica. La fase
aguda se presenta en 5% de los infectados, con duracion de 2 a 3 semanas y ocasionalmente
hasta cuatro meses; los sintomas inician alrededor de 10 dias después de la infeccion y en los
casos de transmision por transfusion sanguinea aparecen entre 20 y 40 dias después;
aproximadamente el 75% presenta signos y sintomas relacionados con la via de entrada del
pardsito con manifestaciones sistémicas inespecificas, principalmente fiebre; en 50% de los
casos, cuando la via de entrada es cercana a la mucosa ocular, se presenta el complejo
oftalmoganglionar o signo de Romafia-Mazza que consiste en edema bipalpebral unilateral
de color violaceo ligeramente pruriginoso acompaiado de adenopatias regionales; cuando la
via de entrada es en otra region, se denomina chagoma de inoculacion (25%) que es una
lesion nodular subcutanea también de color violaceo.En esta fase la parasitemia o presencia
del parasito en sangre es muy evidente asi como el parasitismo tisular o la presencia de nidos
de amastigotes en tejido. Las manifestaciones sistémicas son inespecificas; lo mas frecuente
es la fiebre poco elevada, mialgias, artralgias y hepato y/o esplenomegalia. Menos del 1% se
complica con meningoencefalitis, miocarditis o pericarditis que se presentan con evolucion
generalmente fatal, especialmente en nifios y ancianos.

La fase cronica asintomadtica (sin patologia demostrada) puede durar de 10 a 20 afos; sin
embargo, en México se ha observado que los pacientes pueden cursar un periodo de 2 a 7
afios entre la etapa aguda y la aparicién de sintomas cardiovasculares (7); es clinicamente
silenciosa con parasitemia muy baja, por lo que los métodos seroldgicos son de eleccion para
el diagnostico; después de esta fase se presenta la fase cronica sintomatica en la que 27%,
desarrollan lesiones cardiacas, 6 % digestivas, principalmente en eséfago y colon, y 3% en
el sistema nervioso periférico (7).

En la fase cronica sintomética (con patologia demostrada), el 6rgano mas afectado es
corazon, con alteraciones en la contractilidad y conductibilidad con insuficiencia cardiaca
progresiva y cardiomegalia; ésta es la causa de miocardiopatia infecciosa mas frecuente del
mundo, compromete varios tejidos cardiacos y presenta gran variedad de manifestaciones

clinicas (7).
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Imagen 4. Principales caracteristicas de las fases clinicas en la enfermedad de Chagas.

Diagnostico y tratamiento

Debido a la naturaleza de la enfermedad, los métodos diagndsticos para la enfermedad de
Chagas, estan divididos en métodos parasitologicos que consisten en la determinacion de
formas parasitarias y serologicos con la presencia de anticuerpos especificos presentes en
suero de los pacientes infectados (7).

Durante la fase aguda, la demostracion del parasito constituye el diagnostico de certeza; sin
embargo, solo es posible detectar la forma sanguinea durante la fase aguda de la infeccion
mediante la visualizacion del pardsito por diferentes métodos: se utiliza examen directo en
fresco, frotis, gota gruesa o microhematocrito, entre otros como el PCR. Durante la fase
crénica asintomatica y sintomatica, el diagndstico se confirma al demostrar la presencia de
anticuerpos del huésped frente al parasito. Se debe obtener reactividad al menos en dos
técnicas serologicas de distinto principio, ambas pruebas deben realizarse con la misma
muestra de suero y utilizar, por lo menos, una de las pruebas consideradas de mayor
sensibilidad como ELISA o IFI (Inmunofluorescencia indirecta) (7, 1).

Durante la fase cronica se utilizan estudios de gabinete, como son los radioldgicos con placas
de torax, electrocardiografia y ecocardiografia.

Para el tratamiento de la enfermedad, existen dos medicamentos aprobados
internacionalmente que son el Benznidazol y el Nifurtimox. En las miocardiopatias, el
tratamiento generalmente se acompafia de antiarritmicos e incluso colocacién de marcapasos

y en los casos mas severos, trasplante de corazon (1).



Mecanismos patogénicos de la cardiopatia en la enfermedad de Chagas

Existen cuatro mecanismos patogénicos involucrados en la cardiopatia chagasica, que se
relacionan con la presencia del parasito. El primero con un proceso inflamatorio tisular, que
consiste en la lisis, liberacion de componentes celulares, destruccion del tejido cardiaco e
inflamacion, como consecuencia de la presencia y reproduccion del amastigote en el tejido
cardiaco, donde experimentalmente se ha observado una correlacion directa entre la
presencia del parasito y el proceso inflamatorio tisular (8) e inclusive, cuando solo se
confirma la presencia de antigenos o ADN de 7. cruzi (9). El segundo mecanismo se relaciona
con la presencia de trastornos autondmicos causados por el parasitismo directamente sobre
neuronas cardiacas que provocan una intensa despoblacion neuronal del miocardio y
alteraciones degenerativas en las células de Schwann y fibras nerviosas que condicionan la
presencia principalmente de arritmias y bloqueos con la presencia de areas dissinérgicas en
la funcién cardiaca que son manifestaciones caracteristicas en la fase cronica (10,11,12). El
tercer mecanismo se relaciona con la presencia de trastornos microvasculares con la
formacion de trombos plaquetarios que se generan por incremento en la adhesion plaquetaria
al endotelio microvascular por la produccion de endotelina que se genera por el proceso
inflamatorio y por la presencia de una neuraminidasa parasitaria. Estos trastornos generan

microinfartos con la consecuente necrosis del tejido cardiaco (13).

El cuarto mecanismo se refiere la presencia de alteraciones en la respuesta inmune.
Experimentalmente, después de la infeccion por 7. cruzi se han descrito procesos
autoinmunes en contra de diferentes estructuras como son los receptores 3 adrenérgicos,
neuronas, vaina de Schwann y otros componentes cardiacos, que son reconocidos por células
T y producen su activacion y algunos autores describen propiamente auto-anticuerpos contra
estas proteinas, presentes en sueros de pacientes infectados o enfermos (14-16).

Estos mecanismos generados por la presencia del parasito, en forma conjunta desencadenan

la fibrosis caracteristica de fase cronica.
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Imagen 5- Mecanismos involucrados en el dafio miocérdico.
Respuesta inmune en la enfermedad de Chagas

Cuando 7. cruzi infecta al huésped mamifero, la respuesta inmune tanto innata como
adaptativa es activada para el reconocimiento y defensa contra el parasito. El sistema del
complemento es una de las primeras vias de defensa del huésped para controlar la infeccion;
sin embargo, 7. cruzi presenta proteinas que le permiten la evasion la funcion del
complemento, algunas de las principales son: CRIT, CRP, GP58/68, que son capaces de
inhibir a C3 y con ello evitar el correcto ensamblaje del complejo de ataque a la membrana
(MAC), lo que permite el ingreso del parasito a las células del vertebrado (17).

En el control de la parasitemia durante el inicio de la infeccion y fase aguda, participan las
células de la respuesta innata, las cuales reconocen glicoproteinas de superficie del parésito
por medio de receptores “toll like”” (TLR2, TLR3); estos receptores se expresan en diferentes
células del huésped, como: macréfagos, NK, granulocitos, eosindfilos o neutréfilos, que
activan la via Myd88 para la expresion de citocinas proinflamatorias y otras funciones de

defensa inherentes a estas células (18,19,20).



Este parasito sintetiza transialidasas, las cuales secuestra el acido sidlico de las proteinas de
superficie del huésped, lo cual le ayuda a ingresar a la célula por la via de sefializacion
vesicular, mecanismo que ha sido descrito en los procesos de interiorizacion al miocardio. El
parésito entra a la célula formando una vacuola parasitofora, de la cual saldra para comenzar
el proceso de fision binaria en el citoplasma. Este proceso se presenta en todas las células
nucleadas no pertenecientes a la respuesta inmune, como son los miocardiocitos, neuronas y
células de musculo liso; sin embargo, dentro del macrofago, el parésito al ser fagocitado
ingresara al fagolisosoma donde serd expuesto a especies reactivas de oxigeno para ser
destruido; sin embargo, 7T.cruzi expresa enzimas tipo peroxidasas y superoxido dismutasas,
las cudles le permiten evadir a la via de iNOS dentro del macrofago, y sobrevivir para

continuar su ciclo de vida dentro del miocardio (21).

Después de la activacion de la respuesta inmune innata, las células dendriticas tendran la
capacidad de presentar antigenos del pardsito por medio del complejo mayor de
histocompatibilidad, tanto de clase I como de clase II; este proceso activara a los linfocitos
CD4" y CDS8', los cuales al ser activados de manera intracelular, inician procesos de
fosforilacion de proteinas intracitoplasmicas que inducen la activacion del factor de
transcripcion nuclear NF«f, el cual induce la transcripcion de citocinas que seran liberadas

al microambiente (22).
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Respuesta Th1 en la infeccion por T. cruzi
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Imagen 6. Respuesta celular implicada en el infiltrado tisular.

Como ya se mencion6 el proceso inflamatorio es debido a la accion directa del parésito que
inicia desde la fase aguda de la enfermedad, con presencia de infiltrado inflamatorio y
produccion principalmente de coldgena tisular que evoluciona hacia la fibrosis caracteristica
del dafio crénico (23). Existen ademas poblaciones de linfocitos efectores que se localizan
en diversos tejidos, donde producen citocinas y moléculas citotdxicas. Una vez controlada la
infeccion, los linfocitos T efectores mueren por apoptosis y una pequefia poblacion se
convierte en linfocitos T de memoria, que, en caso de ser nuevamente activados por el
antigeno, tienen la capacidad de generar nuevos linfocitos T efectores (24). En estudios en
pacientes cardiopatas, se ha observado que sus linfocitos TCD4 "y CD8" circulantes expresan
marcadores de agotamiento y privacion de sus funciones efectoras (25, 26); sin embargo,
otros autores describen que estas células T circulatorias producen mayor cantidad de
citocinas pro inflamatorias como TNF-a (27), y proponen que éstas podrian estar implicadas
en la progresion de la cardiopatia chagésica (28).

A nivel tisular, existe poca informacion acerca de la funcidon de estas células en tejido de
pacientes cardidpatas; algunos reportes histoldgicos muestran un predominio de linfocitos T
(29), principalmente TCD4" y CD8" (30). Ambos linfocitos pueden estar implicados en la
patogenia tisular, algunos autores describen que los linfocitos CD8" pueden tener procesos

de citotoxicidad directa sobre miocardio o por produccion de TNF-a que induce la via de
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INOS (31). Por otro lado, Cabral en 2006, sehala un mayor nimero de células infiltrantes
positivas para IFN-y (65-75%) en cortes histologicos de 8 corazones de pacientes fallecidos

por miocardiopatia chagésica, sin amastigotes, ni parasitos en sangre (32).

Otros autores mencionan que puede existir pérdida de tolerancia tanto de células T como de
B y ademas se han descrito algunos antigenos parasitarios en el desarrollo de procesos
autoinmunes. El mimetismo molecular es un proceso que existe entre antigenos parasitarios
y los del huésped y puede contribuir en la patogénesis de la enfermedad; se ha demostrado
que algunos antigenos con mimetismo generan clonas de linfocitos T autorreactivas, Cunha
Neto describe que tanto T CD4 como T CD8 simultdneamente reconocen miosina cardiaca y
la proteina B13 del parasito (33) y Ribeiro-Dos-Santos describe una linea de TCD4" y
obtenidas de raton en fase cronica, que prolifera en respuesta a cualquier antigeno crudo de
T. cruzi o extractos de tejidos del corazon, provocando miocarditis (34). Cunha-Neto y
colaboradores proponen la existencia de poblaciones de linfocitos T capaces de reconocer
miosina y que estas células también tienen un incremento en la produccion de interferon Y;
por otro lado, en fase crénica también puede desarrollarse debido a hipersensibilidad
retardada e induccion de la liberacion de citocinas inflamatorias, caracteristico en esta

enfermedad.

La pérdida de la tolerancia en los linfocitos T, se debe a un defecto de la regulacion a nivel
de las selecciones positiva y negativa ya que éstas controlan y regulan correctamente la
formacion de linfocitos T “naive”; ademas, se sabe que 7. cruzi no es capaz de sintetizar
acido sialico, por lo tanto, posee transialidasas, que le permiten transferir a su glicocélix acido
sidlico de las superficies de las células del vertebrado. La transialidasa de Trypanosoma cruzi,
altera la maduracion de timocitos generando una mayor migracion de células no
diferenciadas a circulacion, ya que se ha demostrado que se incrementan células doble
positivas CD4+ CD8+ en la infeccion, ademas de correlacionar este fenotipo con la severidad

de las lesiones (35).
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Fibrosis en la enfermedad de Chagas

Los fibroblastos son las células responsables de la produccion de proteinas estructurales que
conforman la matriz extracelular. La activacion de los fibroblastos se induce por diversos
estimulos como la lesion tisular y que desencadenan la produccion de factores de crecimiento
tales como TGF-f (factor de crecimiento transformante beta), EGF (factor de crecimiento
epidérmico) y FCF (factor de crecimiento fibroblastico). Esta activacion puede dar lugar a
exceso de produccion y la deposicion de proteinas en la matriz, proceso conocido como
fibrosis, con efectos adversos sobre la estructura y la funcion cardiaca. Ademas de ser la
fuente de coldgeno, los fibroblastos producen una serie de citocinas y enzimas como
metaloproteinasas de la matriz (MMPs); esta deposicion de colageno y presencia de fibras,
interrumpen la conexién entre las células miocéardicas, con compromiso de la integridad
estructural y funcional del corazén (36). Cuando se presenta exceso de produccion de estas
fibras de coladgena, se presenta rigidez del miocardio lo que condiciona trastornos en la
motilidad parietal, dando lugar a deformacion de las cavidades (crecimiento) con la

consecuente alteracion en las funciones diastolica y sistdlica del corazon (37,38,39).
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JUSTIFICACION

Existe evidencia de que la presencia, persistencia del parésito y de antigenos en tejido
cardiaco, mantienen un proceso pro-inflamatorio que genera lesiones, las cuales evolucionan
desde la fase aguda hasta la cronica (40,41). La fase cronica se caracteriza por la disminucion
de parasitemia, parasitismo, asi como, el incremento en los titulos de anticuerpos del tipo
IgG.

Se ha sugerido que la respuesta Thl del huésped se encuentra desregulada y que esta
respuesta podria ser responsable del dafio tisular en la fase cronica (42). En la respuesta
inmune, el infiltrado inflamatorio y los linfocitos son fundamentales para el control del
pardsito; sin embargo, su presencia y contribucion a la inflamacién en tejido de miocardio
durante la evolucion de la enfermedad no esté establecida.

En trabajos previos se ha observado que los pacientes en fase cronica con lesiones severas
evidenciadas por historia clinica, electrocardiografia (EGC) y ecocardiografia (ECO)
muestran un perfil proinflamatorio Th1/Th17 exacerbado (7,43) el cual puede estar asociado
al infiltrado inflamatorio en tejido cardiaco, sin embargo la histopatologia de la lesiéon no
puede ser observada en cortes debido a la invasividad de las biopsias y a pesar de que la
patogénesis en la enfermedad de Chagas estd siendo ampliamente investigada, existen pocas
evidencias de la evolucion de las lesiones, ya que la casuistica sélo revela casos con
patologias severas agudas o cronicas o estudios realizados post-mortem (44), por lo cual a la
fecha, no existe una descripcion completa y detallada de evolucion de la histopatologia
cardiaca a partir de la primoinfecion y su evolucion durante las fases aguda y cronica de la

enfermedad de Chagas en modelo experimental.

OBJETIVO GENERAL

El objetivo de este trabajo fue describir y analizar las fases aguda y cronica de la enfermedad
de Chagas en un modelo experimental, mediante la evaluacion de parasitismo, dafio fibrotico,
presencia y composion del infiltrado celular, para determinar su implicacion en la patogénesis

de la lesiones tisulares en corazon.
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OBJETIVOS PARTICULARES

Establecer la infeccion 7. cruzi en un modelo in vivo (ratén CD1).

Establecer las fases aguda y cronica en el modelo murino.

En ratones infectados, localizar infiltrado inflamatorio y fibrosis en cortes de corazén (H.E.
y Masson).

Fenotipificar por citometria de flujo las células implicadas en el infiltrado inflamatorio CD4

y CD8.

HIPOTESIS

La evolucion de las lesiones histopatologicas en las fases aguda y cronica puede estar

asociada al infiltrado linfocitario que se presenta durante la infeccion.

METODOLOGIA

Este estudio fue aprobado por las Comisiones de Investigacion y Etica de la Division de

Investigacion de la Facultad de Medicina de la UNAM con clave de FM/D1/022/2017.

Parasito. Se utilizo la cepa Querétaro (Qro.) (ITRI/MX/1986/QRO) caracterizada por su alta
virulencia en ratdn (45) y que proviene de una regién donde se han descrito casos humanos
(46). La cepa fue aislada de Triatoma barberi en Querétaro en 1986 por personal del
Laboratorio de Biologia de Parasitos de la Facultad de Medicina de la UNAM, y pertenece

al cepario del mismo.

Infeccion en modelo murino. Los ratones se mantuvieron con ciclo de luz y oscuridad (12
horas de luz y 12 horas en la oscuridad), a temperatura ambiente de 23 + 1° C, con comida y
agua ad libitum. El empleo y manejo de ratones se apegd en todo momento a las

consideraciones éticas senaladas en la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999).
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Se inocularon 80 ratones hembra de 28 g de la cepa CD-1 por via intraperitoneal (IP); 50 con
1,000 parésitos y 30 control con 100 pL de solucion salina estéril (0.9% NaCl). Para las
curvas de parasitemia, la muestra de sangre se obtuvo mediante corte en la porcion distal de
la cola cada 1 vez cada 72 hrs, para cuantificar en cdmara de Neubauer con 10 pl de sangre

en dilucién 1:9 con PBS.

Obtencion de sueros. Cada 72 hrs se realizd eutanasia por grupos de 5 animales para obtener
sangre por puncion cardiaca y después de la formacion del coagulo, fue centrifugada a 2500
rpm/15 min, se separ6 el suero del paquete globular y se glicerind (v/v) para su conservacion

en congelacion a -45°C hasta el momento de su analisis.

Analisis histopatolégico. Para el procesamiento del corazon, después de la eutanasia, se
extrajeron los corazones de cinco ratones infectados y 5 controles que fueron perfundidos
con PBS y posteriormente con paraformaldehido (4% PFA) y se realizaron cortes sagitales
de los ventriculos, los cuales se conservaron en PFA a 4°C hasta su procesamiento.
Inicialmente se deshidrataron las muestras, se incluyeron en parafina y se realizaron cortes
con microtomo rotativo de 4 pm de espesor para tincion con las técnicas de Hematoxilina
Eosina (H.E.) y tricrdbmico de Masson.

En los cortes tefiidos con H.E se determind la presencia de nidos de amastigotes y de
infiltrado celular. Para determinar la prevalencia de nidos de amastigotes, se observaron al
microscopio de luz 100 campos con objetivo de 40X; en los cortes tefiiddos con Masson, se
determind la ausencia o la presencia uni o multifocal de fibras de colagena.

Clasificacion de las lesiones. Con base en las descripciones sefialadas Mewton en 2011,
inicialmente se definieron los criterios para determinar lesiones fibrdticas con la evidencia
de fibras finas de colagena con fondo claro, infiltrado y desarreglo y/o destruccion de
miocardiocitos adyacentes con extension de dos o mas miocardiocitos; se descarto todo tejido
tendinoso, haz de His y endotelios auricular y venoso. Estas lesiones fibroticas se catalogaron

como unifocales o multifocales.
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Determinacion de anticuerpos IgG ante la infeccion por Trypanosoma cruzi.

La deteccion de IgG anti-7. cruzi en suero, se realiz6 por ELISA indirecta en microplaca
de fondo plano de 96 pozos (Costar® 3590), el extracto antigénico Qro y conjugado fueron
previamente estandarizados. E1 Ag se incub6 durante 12 hrs a 4°C, se realizaron 3 lavados

con PBS/Tween 20 0.05%, se bloque6 con PBS/leche 5% durante 60 min a T.A.

Los sueros se incubaron (1:100) durante 30 min a 37°C posteriormente se agregéd el
conjugado (anti-mouse IgG-HRP, Invitrogen ®) en un volumen de 100 pL en dilucién
1:3,000 durante 30 min a 37°C; se realizaron 5 lavados, se reveld con el sustrato y el
cromoégeno (peroxido de hidrégeno en solucion tampdn de citrato pH 5, OPD). La reaccion
se detuvo a los 15 min con 100 plL/pozo de acido sulfurico IN. La lectura se realizé en
espectrofotometro de microplaca a 490 nm (D.O.) (Epoch BioTek Instruments, Inc.,
Winooski, VT, EE.UU.®). El titulo de corte (Cut-off) se calcul6 con el valor promedio de los
resultados de los sueros negativos + 2 o 3 desviaciones estandar (47).

Fotomicrografias. Las imagenes se obtuvieron en un microscopio Olympus® con objetivos
de 40X y 100X con una camara Canon® (EOS Rebel T61), mediante un adaptador para ocular

(Amscope montura T,).

Citometria de flujo. Se realizo6 la extraccion de linfocitos del tejido cardiaco siguiendo la
metodologia descrita por Assadian en 2015. Se realiz6 la tincion intra y extracelular con
diversos anticuerpos contra CD3, CD4, CDS8 e IFN-y. Posteriormente en un citdmetro (Attune
NxT Flow Cytometer) proporcionado por el LabNalCit UNAM se llevo a cabo la adquisicion

de las muestras, finalmente los datos obtenidos se analizaron con el software FlowJo.

Analisis estadistico. Se realiz6 analisis de Spearman para comprobar correlacion entre las
variables estudiadas parasitemia, nidos de amastigotes, presencia de infiltrado, lesiones
fibroticas; este analisis considera correlacion positiva cuando el valor de r se acerca 1. Asi
como la fenotipificacion de linfocitos por medio graficas de caja y bigote. Todos los analisis

se realizaron con el programa GraphPad Prism (v6.0 para Windows y GraphPad Software®)
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RESULTADOS
Parasitemia y parasitismo

La presencia de parasitos en sangre fue detectable a partir del dia 14 posterior a la infeccion
(dpi) con 0.03 x10° parasitos/mL y el valor maximo a los 30 dias con 2.018x10’ paréasitos/mL
posteriormente, la parasitemia disminuy6 hasta 0 a partir del dia 40 dpi. Los nidos de
amastigotes en corazon, se detectaron a partir de los 20 dpi y persistieron hasta los 62 dpi.
Las variaciones entre los individuos no resultaron significativas como se observa en los

promedios mostrados en las Figuras lay 1b.
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Figura 1. Representacion de los valores promedio de parasitemia y parasitismo durante 100 dias.
Inoculo: 1000 parasitos/raton. A-Promedio de parasitos/mL de sangre, Kruskal-Wallis (p=0.9854). B-Promedio
de nidos de amastigotes/100 campos (40X), Kruskal-Wallis (p= 0.8766). n=50
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Analisis histopatoldogico
La mayor cantidad de nidos de amastigotes se observaron entre los 30 y 40 dpi, con
disminucion progresiva hasta el dia 62 en que ya no se detectaron. Los nidos se observaron
acompafiados de fibrosis intersticial reactiva, con la presencia caracteristica de fibras finas
de colagena. El infiltrado linfocitario persistio con las lesiones fibréticas y evolucion6 hacia

fibrosis cicatrizal con reemplazo del miocardio.
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Imagen 1. Fotomicrografias de miocardio de raton en diferentes tiempos posteriores a la infeccion. (4000X).

A(H.E) B(Masson)

0 dpi: A y B. Sin nidos de amastigotes, sin infiltrado y sin lesiones

10 dpi: A. Infiltrado intersticial principalmente linfocitario (flecha). B. LFI irregulares con escaso infiltrado (flecha).

20 dpi: A. Infiltrado intersticial miocardico y endocardico principalmente linfocitario (flecha). B. LFI con infiltrado adyacente (flecha).
30 dpi: A. infiltrado intersticial principalmente linfocitario (flecha). B. LFI extensa con infiltrado e intenso desarreglo de fibras (flecha)
40 dpi. A. Infiltrado intersticial linfocitario (flecha). B. Infiltrado linfocitario (flechas) Nidos de amastigotes (cuadrado)

50 dpi. A. Infiltrado intersticial B. LFI extensa con infiltrado e intenso desarreglo de fibras (flechas)
A. Tincion de H.E. B. Tincion de Masson. DPI Dias posteriores a la infeccion. LFI Lesion fibrotica intersticial reactiva.
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Imagen 2. Fotomicrografias de miocardio de raton en diferentes tiempos posteriores a la infeccion con 7. cruzi. (4000X)

A(H.E) B(Masson)

60 dpi. A. Infiltrado intersticial linfocitario en miocardio (flecha roja) y endocardio (flecha).

70 dpi. A. Infiltrado intersticial linfocitario (flecha). B. LFI extensas con infiltrado linfocitario y desarreglo de fibras (flecha).

80 dpi. A. Infiltrado intersticial B. LFI extensa con infiltrado focalizado (flechas)

90 dpi. A. Infiltrado intersticial linfocitario difuso. B. LFI extensas con infiltrado y desarreglo de fibras (flecha).

100 dpi. A. Infiltrado intersticial linfocitario difuso. B. LF extensas con infiltrado y desarreglo de fibras (flechas) A. Tincion de H.E. B.
Tincién de Masson. DPL. Dias posteriores a la infeccion. LF. Lesion fibrética intersticial reactiva. LFL. Lesion fibrotica
intersticial reactiva.
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Composicion del infiltrado

Durante el tiempo estudiado, se identificaron tres patrones histologicos de infiltrado
inflamatorio. El primero, mostré predominio marcado de linfocitos, con muy escasos
macrofagos (8-100 dpi); el segundo, denominado mixto, mostré abundantes linfocitos
escasos macréfagos y ocasionales neutrdfilos (10 y 45 dpi); el tercer patron mostrd
exclusivamente linfocitos (46 y 60 dpi). Sobresale la identificacion en 6 ratones con

conglomerados de células plasmaticas (43 y 60 dpi) (Figura 2).
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Figura 2. Prevalencia y composicion del infiltrado en corazon de ratones infectados con Trypanosoma
cruzi. Representacion de prevalencia de 5 cortes por tiempo.
Linfo:Infiltrado linfocitario. Mixto:Infiltrado de linfocitos con escasos macrofagos y neutréfilos.

*-Escasos plasmocitos.
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Localizacion del infiltrado

El infiltrado celular se localiz6 predominantemente en miocardio a partir del dia 8 con mayor
prevalencia entre los 15-29 dpi y en las 3 capas a partir de los 19 dpi con mayor prevalencia
a los 60 dpi. Sobresale la identificacion de casos con pancarditis (endocarditis, miocarditis y
pericarditis) entre los 43-57 dpi y perivasculitis con dilatacion capilar en el lapso de 60-100

dpi (Figura 3).
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Figura 3. Prevalencia de la localizacion del infiltrado en las estructuras del corazon.
S/I: Sin infiltrado. M: miocardio. M+EP: miocardio y epicardio. M+ EN: miocardio y endocardio.
M+EP+EN: miocardio, epicardio y endocardio.

«: Pancarditis e Capilares dilatados.
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Prevalencia del dafo fibrotico

El patrén fibrotico unifocal inicia el dia 8 con mayor prevalencia entre los 19 y 29 dpi y
multifocal con prevalencia entre los 33 y 100 dpi; se observo presencia de miocitolisis entre

los dias 60 y 100 (Figura 4).
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Figura 4. Prevalencia de lesiones fibroéticas.
Multifocal: Multiples focos de lesiones fibroticas acompafiados de infiltrado.

Unifocal: Lesion fibrotica inica. *: Presencia de miocitolisis.
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Determinacion de anticuerpos en modelo murino

La deteccion de anticuerpos anti-7. cruzi en suero mostro seropositividad a partir de los 40
dpi, con incremento progresivo dentro de titulos reactivos hasta el dia 90; no se observo

reactividad en los sueros de ratones no infectados (Figura 5).
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Figura 5- Determinacion de IgG anti-T cruzi en el modelo murino.
ELISA indirecta con Ag. Qro. en suero de ratones infectados y controles. Valor de corte: Reactivo: > 0.180

(D.O.).
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Correlacion entre las variables estudiadas

El anélisis de Spearman muestra correlacion débil positiva entre la presencia de amastigotes
con lesiones fibréticas (Figura 6), positiva entre la presencia de infiltrado y lesiones fibroticas

(Figura 7) y fuerte positiva entre el nimero de nidos de amastigotes y parasitemia (Figura 8).
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Figura 6: Correlacion de nidos de amastigotes y lesiones fibroticas (60 dpi). 2= 0.306, P =0.2027;

intervalo de confianza es de 95%, Spearman
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Figura 7. Correlacion entre infiltrado y lesiones fibréticas intersticiales reactivas, hasta 100 dpi, P2 = 0.899, P

=0.001 95%, Spearman.
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Figura 8. El coeficiente de correlacion de Spearman es r = 0.930, con valor de P<0.0001, lo que sefiala una

correlacion fuerte y positiva el intervalo de confianza es de 95%, de 0.781 a 0.979.
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Fenotipificacion de las poblaciones de tejido cardiaco

Durante la fase aguda (1-60 dpi) y crénica (60-100 dpi) de la infeccion por 7. cruzi, se
realiz6 el andlisis de fenotipificacion de las células CD3, CD4 y CD8 y la produccion de
IFN-y después del el estimulo.
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Figura 9. Diagramas de Citometria de Flujo FACS. Se muestra la estrategia seguida para excluir los singletes
del analisis, en un nuevo gate se excluye una fraccion de células muertas (marcadas con Zombie Aqua) presentes
en la poblacion. Posteriormente se observa la ventana que corresponde las celulas CD3+ fue seleccionado para
posteriormente observar las poblaciones CD4+ y CD8+ de las cuales se seleccionaron las poblacidones
productoras de IFN-y .
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Analisis estadisticos

En el transcurso de 100 dias se observa que la poblacion CD8+ estd incrementada en el
transcurso de toda la enfermedad, a diferencia de los linfocitos CD4+, CD8+ se incrementa
respecto al control y CD4+ disminuye su frecuencia respecto al control.
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Figura 10. Poblaciones infiltrantes de linfocitos CD4 y CD8 (100 dpi) en tejido cardiaco.

Las células CD8 infiltrantes aumentan su frecuencia respecto al control, y manteniéndose constantes; sin
embargo, los CD4 disminuyen su frecuencia respecto al control mostrando una disminucion de estas células en

el inicio de la fase aguda y aumentando su frecuencia al final de la fase cronica.
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Figura 11. Poblaciones infiltrantes de linfocitos CD4+ y CD8+ por etapa aguda o cronica segiin corresponda.
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Los linfocitos CD8+ productores de IFN-y estan presentes durante la infeccion por Trypanosoma cruzi, aun

cuando la parasitemia es nula y el parasitismo escaso o no detectable (60-100 dias post-infeccion).

IMF CD8* IFN y * Infiltrantes en corazén

0.0107
40 i
0.1279
304 : :
'8
S 201
10- R
°
..'
o—
) ) S N S S
& d U §° o &
N N > e L \J
3 3 K3 o 3 ‘g . «\\ . \Q\\
o NG C
Y &£ & O s &
A oV ~
o & Q_O
3 S &
& 9 S

IMF

40-

20+

10+

IMF CD4* IFN y* infiltrantes en corazén

N (N N \) O O
& & @b u“'e S @;9
x x ex x x
f\ b‘x«“ S8 &
x
& o & > o~
N (®)
°\ (s) (&) N
& &©
o &

Figura 12. Intensidad media de fluorescencia de CD4 y CD8 productores de interferén gama por etapa aguda
o cronica segun corresponda. Se muestra un incremento en la expresion de IFN-y en la poblacion CD8+ y una

constante expresion de IFN-y por parte de la poblacion CD4+.
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DISCUSION

Los estudios en pacientes infectados con Trypanosoma cruzi son limitados debido a la
naturaleza de la enfermedad se dificulta el seguimiento de los pacientes y el estudio
secuencial de los mecanismos patogénesis de la enfermedad (48), por lo cual es importante
estandarizar la infeccion en modelo murino para poder estudiar histologicamente e
inmunologicamente los mecanismos patoldgicos por los cuales se desarrolla las lesiones en
un periodo de tiempo determinado. En este trabajo se logro representar la fase aguda con un
inicio de parasitemia a los 15 dias y un comportamiento exponencial a los 30 dias para
finalizar a los 45 dias de forma muy similar a lo descrito en humanos, asi mismo
histolégicamente esta fase se desarrolld a partir del dia 22 dpi en donde se observo un
aumento de la parasitemia a los 40 dias para finalizar a los 60 dias (Figura 1b), este desfase
entre parasitismo y parasitemia es debido al ciclo de vida el parasito dentro del huésped
mamifero. Nuestros resultados describen la fase aguda con una duracién de 60 dias, tiempo

similar al descrito en los humanos (60).

Composicion del infiltrado

Durante el periodo de 0-60 dias dpi, la composicion del infiltrado fue de tipo linfocitario con
escasos macrofagos (Figura 2); llama la atencion la similitud de estos resultados con lo
reportado en el humano, Koberle describe que durante esta fase, se presentan focos
inflamatorios con predominio de neutr6filos, macrofagos y eosinéfilos (10).Estas células se
involucran en el control de la infeccion temprana mediante produccion de NETS y citocinas
(49, 50);en el raton, estuvieron presentes en los dias de mayor parasitemia (29 dpi) (Imagen
1b)y resalta la ausencia de eosindfilos, donde, el infiltrado presente, se caracterizé por ser de
predominio linfocitario con escasos macrofagos lo que podria deberse a un proceso de
inmunodepresion descrito previamente (51,52); finalmente, en los dias 60-100 dpi, destaca
la persistencia linfocitaria sin macrofagos, probablemente como lo han referido algunos
autores, esta respuesta linfocitaria proinflamatoria constante de tipo Thl (53) y Thl7
contribuye la evolucidn hacia la cronicidad y al proceso inflamatorio de forma importante

(43).

31



Localizacion del infiltrado

Este proceso se observé con predominancia en miocardio con escasos focos en endocardio y
epicardio (Figura 3); aun cuando el tropismo cardiaco se caracteriza por ser
predominantemente en miocardio, algunos autores concuerdan con lo observado en este
trabajo ya que al igual que nosotros describen la presencia de focos linfocitarios en pericardio
(54) region subendocardica (55, 56) epicardio y endocardio (dias 35-45) (57) en el raton,
nosotros proponemos que lo anterior se debe a que inicialmente la afectacion miocardica de
donde se extiende hacia la periferia hacia epicardio y pericardio y en menor grado endocardio
(Figuras 2 y 3); a partir de estos resultados, se puede inferir que la presencia y ubicacion de
focos linfocitarios desencadena la dilatacion general del o6rgano en la cardiopatia cronica

(60)(Figura 3).

Prevalencia del dano fibrotico

Durante la fase aguda(1-62 dpi), se destaca la presencia de lesiones fibroticas intersticiales
reactivas unifocales (Figura 4) como un mecanismo de reparacion constante que
probablemente sea el inicio de los procesos de reemplazamiento con fibrosis franca y
cicatrizacion descrita en procesos cronicos (58); entre los 60 y 100 dpi (Figura 4), se observan
lesiones multifocales que probablemente correspondan a la lesion crénica descrita
previamente en casos humanos (59) donde la fibrosis representa una etapa tardia en el
desarrollo de las lesiones durante la cronicidad. En el modelo murino se observod fibrosis
extensa hacia el dia 100, probablemente cicatrizal lo que favorece el deterioro progresivo de
la funcidn lo anterior apoya la ventaja de este modelo para la generacién y seguimiento de la

fase cronica (Figura 4, Imagen 2, 90 y 100 dpi).

Presencia de Anticuerpos

La fase cronica se caracteriza por una nula o no detectable (por métodos convencionales)

presencia parasitaria ya sea en sangre o a nivel tisular (1,60); esto, aunado a la deteccion de

anticuerpos serologicos son marcadores en la evolucion clinica de la enfermedad. En este
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estudio, la transicion entre las fases aguda y cronica se presentd entre los 60 y 70 dpi, al
determinar ausencia del pardsito tanto en tejido como en circulacion por los métodos
utilizados; la respuesta humoral es del tipo IgG, que en este estudio se observo a partir de la
tercer semana de la primo infeccion y los mayores titulos de anticuerpos se determinaron
entre los 60-70 dpi (Figura 5), momento en que finaliza la fase aguda al relacionarse con la
ausencia parasitaria aproximadamente hacia el dia 62 dpi y determinar a partir de este

momento el inicio de la cronicidad en este modelo.

Correlacion entre variables

Respecto a la correlacion entre las variables estudiadas, se determina correlacion positiva
entre la presencia del infiltrado linfocitario en las lesiones fibréticas tanto intersticiales como
cicatrizales (Figura 7) a diferencia de la presencia de parésitos con la fibrosis, donde no se
encontro fuerte correlacion (Figura 6) lo que coincide con otros estudios (54,15); lo anterior
es resultado del proceso de fibrosis posterior a la presencia del parésito (Imagen 2, 100 y 90
dpi). Por otro lado, debido a la fuerte correlacion entre el infiltrado y las lesiones, se resalta
la importancia de estudiar el papel de esta respuesta inflamatoria predominantemente
linfocitaria en la patogénesis y evolucion de las lesiones en la enfermedad de Chagas (Figura
7).

Finalmente, en otros estudios de nuestro grupo de trabajo, se ha observado en casos humanos
lesion cardiaca incipiente en fase cronica en menores de 18 afios de edad, con presencia de
hipertrofias septales y de pared posterior, probablemente como consecuencia de procesos
inflamatorios y fibréticos en miocardio, lo cual lleva al deterioro de la funcion cardiaca y que
en la histopatologia en el modelo murino, estas lesiones podrian corresponder a las lesiones
referidas como incipientes en los casos humanos en nuestro pais (59).

En la imagen 3 se resumen las caracteristicas de las fases aguda y crénica del modelo
estudiado; la fase aguda se caracterizd por presencia de parasitismo y parasitemia
acompafiado de infiltrado mixto y linfocitario con presencia de fibras de colagena muy finas;
en la transicion hacia la fase cronica se puede observar la disminucion de los nidos de
amastigotes, con un aumento de los titulos de IgG. La fase cronica se caracterizo por la

presencia de infiltrado linfocitario y lesiones fibréticas extensas con altos titulos de
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anticuerpos séricos. Finalmente, durante el analisis histopatoldgico, se observaron espacios
vacuolares que podrian ser producto de los nueve ciclos de division binaria del amastigote

que se realizan inmediatamente después de la primoinfeccion (61,62)

Fenotipificacion y presencia de linfocitos infiltrantes de tejido cardiaco.

Debido a la naturaleza de la enfermedad, la mayoria de los modelos animales describen la
fase aguda en este modelo se logré establecer la fase aguda y cronica, desde el punto de vista
inmunologico que la enfermedad de Chagas tiene un marcado proceso proinflamatorio tipo
Thl, acompafiado de un aumento de la poblacién de linfocitos, la cual fue principalmente
observada desde el inicio de la infeccion en los infiltrados linfocitarios (Figura 10 y 11).
Dentro del infiltrado linfocitario se sabe que células CD8 pueden mediar la proteccion contra
organismos patdgenos intracelulares a través de citotoxicidad por gramzimas y perforinas
(63). Se ha mencionado, anteriormente, que células T CD8 efectoras se definen también
como productoras de altas cantidades de IFN-y. Como se puede observar en la figura 12,
existe una permanencia de células productoras de IFN- vy, ain en ausencia de amastigotes o
su presencia fue muy escasa. Esto puede corresponder a una permanencia antigénica
parasitaria, o bien, a lo referido por otros autores. Algunos antigenos de 7.cruzi tienen
mimetismo molecular con algunas proteinas como la miosina cardiaca. Estos linfocitos CD8+
IFN-y+ podrian contribuir estas respuestas Thl proinflamatorias aun cuando la parasitemia
es nula y el parasitismo es escaso o no detectable (57-133 dias post-infeccion) en etapas mas
avanzadas de la infeccion o, lo que referiamos como fase cronica manteniendo esta respuesta
que puede contribuir a la cronicidad. En otras patologias cardiacas altos niveles de IFN-y se
asocian con hipertrofia cardiaca, hipertension, fibrosis y rigidez en el miocardio (63-65). Asi
mismo, parece que el aumento de CD8+ en frecuencia y produccion de interferon (66) y la
disminuciéon de CD4+ parecieran ser un componente importante para la evolucion de la

enfermedad de Chagas.

En la Figura 13 resumen las caracteristicas de las fases aguda y cronica del modelo estudiado
(67); la fase aguda se caracterizo por presencia de parasitismo y parasitemia acompafiado de
infiltrado mixto y linfocitario con presencia de fibras de colagena muy finas; en la transicion

hacia la fase cronica se puede observar la disminucion de los nidos de amastigotes, con un
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aumento de los titulos de IgG. La fase cronica se caracterizéd por la presencia de infiltrado

linfocitario y lesiones fibroticas extensas con altos titulos de anticuerpos séricos.
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Figura 13. Representacion grafica de las variables estudiadas durante la progresion de la patogénesis de la

enfermedad de Chagas en modelo murino.

CONCLUSIONES

* El modelo utilizado determina que la fase aguda presenta una duracion de 62 dias y
la fase cronica se presenta a partir del dia 63.

* La presencia del dafio fibrético es constante desde la fase aguda y sugiere progresion
a partir de la infeccion.

* Elinfiltrado linfocitario est4 relacionado con la presencia de dafio fibrético.

* Durante el transcurso de la enfermedad, la presencia y permanencia de linfocitos
CD8+ productores de IFN-y y la disminucion de la poblacion CD4+ pueden ser

factores asociados a la progresion y dafio del tejido cardiaco.

* El modelo murino es un modelo adecuado para estudiar la enfermedad de Chagas

debido a que se comporta en forma similar al humano.
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PERSPECTIVAS
Continuar con el andlisis fenotipico de los linfocitos infiltrantes.
Realizar andlisis del perfil de citocinas Th1/Th17 expresadas en el ambiente
proinflamatorio local.
Ampliar el andlisis histopatologico de 100 a 200 dpi.
Realizar en tejido cardiaco el marcaje de los fenotipos encontrados mediante
inmunohistoquimica
Analizar mediante Western blot, el patron de componentes inmuno dominantes por

fase clinica en este modelo experimental.
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Cardiopathy is a common, irreversible manifestation of the chronic phase of Chagas
disease; however, there is controversy as to how the causes for progression from the
acute to the chronic phase are defined. In this work, the presence of the parasite is
correlated with the occurrence of cell infiltration and fibrosis in cardiac tissues, as well as
IgG detection and disease progression in a murine model. Fifty CD1 mice were infected
intraperitoneally with Trypanosoma cruzi, while 30 control were administered with saline
solution. Parasitemia levels were determined, and IgG titers were quantified by ELISA. At
different times, randomly selected mice were euthanized, and the heart was recovered.
Cardiac tissue slides were stained with HE and Masson trichrome stain. A significant
increase in parasitemia levels was observed after 15 days post-infection (dpi), with a
maximum of 4.1 x 108 parasites on 33 dpi, ending on 43 dpi; amastigote nests were
observed on 15-62 dpi. Histological analysis revealed lymphocytic infiltration and fibrotic
lesions from 8 dpi until the end of the study, on 100 dpi. The presence of plasma cells
in the myocardium observed on 40-60 dpi, accompanied by seropositivity to ELISA on
40-100 dpi, was regarded as the hallmark of the transition phase. Meanwhile, the chronic
phase, characterized by the absence of amastigotes, presence of cell infiltration, fibrotic
lesions, and seropositivity, started on 62 dpi. A strong correlation between parasitemia
and the presence of amastigote nests was found (2 = 0.930), while correlation between
the presence of fibrosis and of amastigote nests was weak (2 = 0.306), and that between
fibrosis and lymphocyte infiltration on 100 dpi was strong (2 = 0.899). The murine model
is suitable to study Chagas disease, since it can reproduce the chronic and acute phases
of the human disease. The acute phase was determined to occur on 1-60 dpi, while the
chronic phase starts on 62 dpi, and fibrotic damage is a consequence of the continuous
inflammatory infiltration; on the other hand, fibrosis was determined to start on the
acute phase, being more apparent in the chronic phase, when Chagas disease-related
cardiopathy is induced.

Keywords: Trypanosoma cruzi, Chagas disease, cardiopathy, murine model, histopathology
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INTRODUCTION

Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas disease (1).
It is regarded as a zooanthroponosis since it involves infections
that require the interaction of arthropod vectors and mammal
hosts, including humans. In Latin America, Chagas disease is a
major public health, with prevalence rates that vary from one
country to another. Two clinical phases have been described for
the disease: an acute phase, which is either asymptomatic or
shows unspecific symptoms and signs, and a chronic phase, the
most severe manifestation of which is cardiopathy. Cardiotropic
parasite strains are prevalent in Mexico (2, 3).

The inflammatory process affecting the heart in the acute
phase of Chagas disease has been described as due to a direct
action of the parasite, whose multiplication inside myocardial
cells damages them, causing cell infiltration. The lesions evolve
into fibrosis, with collagen production in chronically damaged
tissue (4). An association has been reported between the number
of amastigote nests in the myocardium and high parasitemia
levels for various T. cruzi strains (5). There is evidence that
the presence and persistence of parasite antigens in myocardial
tissues sustain a proinflammatory process, which in turn causes
lesions that progress into chronic cardiopathy (6-10).

The chronic phase of Chagas disease is characterized by
decreased levels of parasitemia and cardiac parasitism, and
increased titers of IgG antibodies. There is evidence that the
host’s immunoregulatory response is altered, and this could be
responsible for tissue damage in the chronic phase (6, 11).
Previous works have shown that chronic phase patients with
severe lesions on echocardiography (ECHO) show an exacerbate
proinflammatory Th1/Th17 profile (12), which in turn could be
due to the inflammatory infiltration observed.

Cardiac lesions have been reported in underage individuals
positive to T. cruzi infection in Mexico. On ECHO, asymptomatic
patients showed incipient lesions, while symptomatic patients
exhibited severe lesions like hypertrophy, septum thickening,
and ventricle enlargement in some cases; these lesions had been
reported in adults with years-long, chronic cardiomyopathy (12,
13). However, while cardiac damage can be demonstrated in
these patients, the underlying histopathologic processes cannot
be studied because of the invasive nature of biopsy sampling.
Although the pathogenesis of Chagas disease is a topic under
extensive research, there are few evidences on the progression
of lesions, since case studies only show severe, chronic, or
postmortem pathologies (13). Thus, this work is aimed to identify
the acute and chronic phases in the progression of Chagas disease
in a murine experimental model, to analyze the correlation
between the presence of T.cruzi, the infiltration as a cellular
immune response, and the ensuing fibrosis.

MATERIALS AND METHODS

Parasites

The  Querétaro  (Qro) strain  (ITRI/MX/1986/QRO),
characterized by its high virulence in mice (14), was used.
This strain was first isolated in 1986 from the bug species
Triatoma barberi, by researchers from the Laboratory of Parasite

Biology, Faculty of Medicine, UNAM, in a region where human
cases of Chagas disease have been described (15).

Mouse Infection
Mice were maintained in an animal facility under constant
noise-free environmental conditions at a room temperature of
23 £ 1°C, a 12/12h light-darkness cycle and with access to
food and water ad libitum. Mice were used and handled by
trained personnel in accordance with all ethical considerations
in the official standard (NOM-062-Z00-1999). This study was
approved by the Commissions of Research and Ethics of the
Division de Investigacion at the Facultad de Medicina, UNAM.
Eighty CD-1, female, 28-g mice were intraperitonially (i.p.)
administered with either 1,000 parasites (55 infected mice) or
with 100 pL of sterile 0.9% saline solution (30 control mice).
For parasitemia determinations, blood samples were obtained by
cutting the distal portion of the tail every 72 h; parasite counts
were performed in a Neubauer chamber in 10 .l of blood diluted
1:9 with PBS.

Obtaining Serum Samples

Every 10 days, five mice were randomly selected and euthanized,
and blood samples were taken by cardiac puncture. After clot
formation, blood samples were centrifuged at 2,500 rpm/15 min;
the serum was separated from cells, glycerinated (50%v/v), and
stored at —45°C until analyzed.

Animal Euthanasia

All mice were euthanized using appropriate CO, exposure
technique. The animal(s) were placed in a clean and empty
chamber, the flow of CO, was started at a rate of 3 L/min as
gas levels rise to 50%, unconsciousness was detected by a loss of
the righting reflex. CO; flow were maintained for at least 1 min
after respiratory arrest. Death must be verified after euthanasia
and prior to disposal in agreement to the official guidelines
(NOM-087-SEMARNAT SSA1- 2002).

Histopathological Analysis

After euthanasia every 10 days, five infected and five control mice
were perfused with PBS and then with 4% paraformaldehyde
(PFA). Then, the heart was removed from each mouse, and
a sagittal section was made in the ventricles. The excised
ventricles were kept in PFA at 4°C until processed. Cardiac tissue
samples were dehydrated, included in paraffin, cut with a rotary
microtome into 4-pm slides, and stained with the hematoxylin-
eosin (HE) and Masson trichrome techniques.

The presence of amastigote nests and cell infiltration was
determined in HE-stained slides. To determine the presence
of amastigote nests, 100 fields were observed under a 40x
objective in a light microscope. The presence or absence of
unifocal or multifocal collagen fibers was determined in Masson-
stained slides.

Lesion Classification

The criteria used to determine the presence of fibrotic lesions
were defined according to Mewton in 2011 (16), based on
the evidence of fine collagen fibers with a clear background,
infiltration, and disruption and/or destruction of two or more
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FIGURE 1 | Mean values of parasitemia and cardiac parasitism in a 100-day period. Inoculum: 1,000 parasites/mouse. (A) Mean number of parasites/mL in blood;
Kruskal-Wallis (P = 0.9854). (B) Mean number of amastigote nests/100 fields (40x), Kruskal-Wallis (P = 0.8766), n = 50.

adjacent myocardiocytes; any tendinous tissue, bundle of His,
or auricular, and venous endothelium were excluded. Fibrotic
lesions were classified as either unifocal or multifocal.

Determining IgG Anti-T. cruzi Antibodies
IgG anti-T. cruzi antibodies were detected in serum samples by
indirect ELISA on a microplate (Costar 3590, Corning, NY, USA).
The Qro antigenic extract and the conjugated antibody were
previously standardized. The antigen was incubated for 12h at
4°C, washed three times with PBS/0.05% Tween 20, and blocked
with PBS/5% milk for 60 min at room temperature.

Serum samples (diluted 1:100) were incubated for 30 min
at 37°C. Then, 100 uL of conjugated antibody were added
(anti-mouse IgG-HRP diluted 1:3000, Invitrogen, Carlsbad, CA,
USA) and incubated for 30 min a 37°C. The plates were washed
five times, and the substrate/chromogen mixture (hydrogen
peroxide in citrate buffer solution pH 5, OPD) was added. The
reaction was stopped after 15min by adding 100 pL/well of
sulfuric acid 1 N. Optical density (O.D.) was read in a microplate
spectrophotometer (Epoch BioTek Instruments, Winooski, VT,
USA) at 490nm. The cut off value was calculated with the
mean O.D. value of negative serum samples + 2-3 standard
deviations (17).

Photomicrographs

The images were obtained in an Olympus microscope (Shinjuku,
Tokyo, Japan) with 40 and 100x objectives and an EOS Rebel
T6i camera (Canon, Ota, Tokyo, Japan), fitted with a T, ocular
adapter (Amscope, Irvine, CA, USA).

Statistical Analysis

The Spearman correlation coefficient was calculated to assess
correlations among the variables under study (parasitemia levels,
amastigote nests, presence of infiltration, and fibrotic lesions);
correlation is stronger as the value of r approaches 1. All analyses
were performed with the GraphPad Prism software for Windows
v.6.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

RESULTS
Parasitemia and Cardiac Parasitism

Parasites were detectable in blood on day 15 post-infection (dpi),
with a value of 0.03 x 10° parasites/mL, reaching a maximum
of 2.018 x 107 parasites/mL on 30 dpi. Then, parasitemia levels
dropped to zero on 43 dpi. Amastigote nests were detected in
heart tissues on 15 dpi and remained detectable until 62 dpi
Figures 1A,B.

Histopathological Analysis

The highest number of amastigote nests was observed between
30 and 40 dpi, decreasing continuously until 62 dpi, when
no amastigote nests were detectable anymore. The nests were
accompanied by reactive interstitial fibrosis, with the distinctive
presence of fine collagen fibers. Lymphocytic infiltration
persisted along with fibrotic lesions, and it progressed to
cicatricial fibrosis replacing myocardium tissues (Figures 2, 3).

Infiltration Composition

Three histological patterns of inflammatory infiltration were
identified in the period under study. The first one showed a
marked predominance of lymphocytes, with scarce macrophages
(8-100 dpi); the second pattern, named as mixed, showed
abundant lymphocytes, scarce macrophages, and occasional
neutrophils (10 and 45 dpi); the third pattern only showed
lymphocytes (46 and 60 dpi). Interestingly, plasma cell
conglomerates were identified in six mice (43 and 60 dpi)
(Figure 4).

Infiltration Location

Cellular infiltration was mostly located in myocardial tissues on
8 dpi, with a maximum prevalence on 15-29 dpi, and in the three
layers of the heart wall on 19 dpi, with a maximum prevalence
on 60 dpi. Cases of pancarditis (simultaneous endocarditis,
myocarditis, and pericarditis) were identified on 43-57 dpi, and
perivasculitis with capillary dilation was observed on 60-100 dpi
(Figure 5).
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FIGURE 2 | Photomicrographs of mouse myocardium on different days post-infection (dpi) (4,000x). O dpi: (A,B) No amastigote nests, no infiltration, no lesions were
observed. 10 dpi: (A) Interstitial infiltration, mainly lymphocytic (arrow). (B) Irregular IFL with scarce infiltration (arrow). 20 dpi: (A) Myocardial and endocardial interstitial
infiltration, mainly lymphocytic (arrow). (B) IFL with adjacent infiltration (arrow). 30 dpi: (A) Interstitial infiltration, mainly lymphocytic (arrow). (B) Extensive IFL with
infiltration and intense fiber disruption (arrow). 40 dpi. (A) Lymphocytic interstitial infiltration (arrow). (B) Lymphocytic infiltration (arrow), amastigote nests (square). 50
dpi. (A) Interstitial infiltration. (B) Extensive IFL with infiltration and intense fiber disruption (arrow). (A) H.E. stain. (B) Masson stain. DPI, Days post-infection; IFL,
Reactive interstitial fibrotic lesion.

Prevalence of Fibrotic Damage Antibody Detection in Mice

An unifocal fibrotic pattern was observed on 8 dpi, with  Mouse serum samples were positive to anti-T. cruzi antibodies
a maximum on 19-29 dpi; a multifocal pattern was mainly on 40 dpi, with reactive titers showing a continuous
observed on 33-100 dpi; myocytolysis was found on 60-100  increase until 90 dpi; no reactivity was observed in control
dpi (Figure 6). animals (Figure 7).
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FIGURE 3 | Photomicrographs of mouse myocardium at different times after infection by T. cruzi (4,000x). 60 dpi. (A) Myocardial and endocardial lymphocytic
interstitial infiltration (arrow). 70 dpi. (A) Lymphocytic interstitial infiltration (arrow) (B) Extensive IFL with lymphocytic infiltration and fiber disruption (arrow). 80 dpi.
(A) Interstitial infiltration. (B) Extensive IFL with focalized infiltration (arrow). 90 dpi. (A) Diffuse lymphocytic interstitial infiltration. (B) Extensive IFL with infiltration and
fiber disruption (arrow). 100 dpi. (A) Diffuse lymphocytic interstitial infiltration. (B) Extensive IFL with infiltration and fiber disruption (arrow). (A) H.E. stain (B) Masson
stain. DPI, Days post-infection; IFL, Reactive interstitial fibrotic lesion.

i i igure 8), a positive correlation between cellular infiltration
Correlation Among the Variables Under (Figure 8), a p 1 b llular infil
Study and fibrotic lesions (Figure 9), and a strong, positive correlation
The Spearman analysis showed a weak, positive correlation between the number of amastigote nests and parasitemia levels
between the presence of amastigotes and fibrotic lesions (Figure 10).
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DISCUSSION

Two well-defined phases have been observed in the natural
history of Chagas disease in humans, the acute and the chronic
phase. The acute phase is characterized by the presence of
parasites in the blood; it usually lasts 2-4 months, mainly
depending on factors like the hosts age, sex, immune status,
and comorbidities, as well as the transmission route. In our
murine model, parasitemia was observed in the period 15-40
dpi (Figure 1A), while cardiac parasitism was observed on 19—
62 dpi (Figure 1B). The microscopically sub-patent parasitaemia
do not have to be interpreted as a total elimination of T.
cruzi, previous works have reported parasites in foci of variable
spatial distribution including skeletal muscle, liver, abdomen,
mouth/snout, and a variety of lymph nodes (3, 18). Thus, the aim
of the present work was to define the acute phase and our findings
suggested that a duration of 62 days can be defined for the acute
phase in the murine model.

Infiltration Composition

Cellular infiltration mostly composed of lymphocytes, with
scarce macrophages, was observed in mouse myocardial tissues
within the period 0-60 dpi (Figures2-4). It is noteworthy
that inflammatory foci with predominance of neutrophils,
macrophages, and eosinophils are observed in the acute phase

of the human disease, these cells are involved in the control of
the early infection by releasing NETs and cytokines (19, 20). In
mice, neutrophils were observed on the days with the highest
parasitemia levels (30 dpi) (Figures 1A, 4), while the absence of
eosinophils is notable; the lymphocyte predominance, with scarce
macrophages could be explained by immunodepression, as it has
been previously described (21-23). Finally, it should be noted
the persistent presence of lymphocytes with no macrophages on
60-100 dpi, probably as a Th1/Th17-type lymphocytic response,
which has an important contribution to the inflammatory process
as the disease progresses to chronicity (12, 24).

Infiltration Location

Cellular infiltration was mostly observed in the myocardium,
with few foci in endocardial and pericardial tissues (Figure 5).
While the cardiac tropism of the parasite has been described
as predominantly affecting myocardial tissues, there is evidence
of the presence of lymphocytic foci in the pericardium the
subendocardial region (5, 25), epicardium, and endocardium (on
days 35-45) (7) of mice. The myocardium is the first affected
layer; then, cellular infiltration spreads to the periphery, to the
epicardium, and pericardium, and to a lesser degree, to the
endocardium (Figure 5); these results allow us to infer that
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the presence of lymphocytic foci triggers the distinctive heart
enlargement observed in Chagasic chronic cardiopathy.

Prevalence of Fibrotic Damage
During the acute phase (1-62 dpi) (Figures 1A,B), it was clear
the presence of reactive, unifocal interstitial fibrotic lesions, as it

1.5 -

Fibrosis

Infiltration

FIGURE 9 | Correlation between infiltration and reactive interstitial fibrotic
lesions, until 100 dpi. * = 0.899, P = 0.001 confidence interval = 95%,
Spearman.

is seen on the Masson stained slides (Figure 2, 10-60 dpi) as a
continuous repairing mechanism, which could be the beginning
of the replacement processes with fibrosis and scarring described
in the chronic disease, (16). The multifocal lesions observed on
60-100 dpi (Figure 6) could correspond to chronic lesions in
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human cases (12, 26), for which fibrosis is the hallmark (27).
Extensive fibrosis, probably cicatricial in origin, which further
deteriorates the cardiac function, was observed in our murine
model by day 100 (Figures 3, 6, 90-100 dpi).
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FIGURE 10 | Correlation between the number of amastigote nests and
parasitemia levels. > = 0.930, P = 0.001 confidence interval = 95%,
Spearman.

Antibody Detection

The chronic phase is characterized by the absence or an
undetectable (by conventional methods) presence of parasites
in the host’s blood and tissues (1, 27); along with the detection
of serum antibodies, this absence is a marker of the clinical
progression of the disease. In our study, the transition from the
acute to the chronic phase occurred between 60 and 70 dpi, when
the parasite could not be detected neither in cardiac tissue nor
in blood by the usual methods. An IgG humoral response was
observed after the third week post-infection, and the highest
antibody titers were determined on 60-70 dpi (Figure 7); this was
the end of the acute phase, linked to the absence of the observed
parasite on 62 dpi, and the beginning of the chronic stage in
our model.

Correlation Among Variables
A positive correlation was found between the presence of
lymphocyte infiltration and the presence of fibrotic lesions, both
interstitial and cicatricial (Figure 9); in contrast, only a weak
correlation was observed between the presence of parasites and
fibrosis (Figure 8). Both findings are in agreement with previous
studies (13), and are due to the fibrosis secondary to the presence
of the parasite (Figure 3, 90 and 100 dpi). On the other hand, the
strong correlation between the presence of infiltration and lesions
highlights the relevance of studying the role of the predominantly
lymphocytic inflammatory response on the pathogenesis and
progression of Chagas disease (Figure 9).

Other studies by our team have reported incipient chronic-
phase cardiac lesions in underage human patients, with septal and
posterior wall hypertrophy, probably due to inflammatory and
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FIGURE 11 | Graphic representation of the studied variables during the progression of phatogenesis of the Chagas disease in murine model. Acute phase —After
primary infection, the parasite is found in circulation from day 15 to 43. Simultaneously on hearth tissue, scarce fibrosis begins from day 8, mixed infiltrate is present
and neutrophils appear about 30 dpi and macrophages presence are infrequent. Amastigote nests are observed from day 20 and remain until day 62, plasma cells
appear at the end of this stage as well as the increase of anti-T. cruzi IgGs titers. Chronic phase —After day 62, transition on infiltrate is observed with an increase in
the lymphocytic cells. Lesions progress to scarring fibrosis accompanied by lymphocytes until day 100. Antibodly titters remain on circulation.
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fibrotic myocardial processes and leading to an impaired cardiac
function. The histopathology of the fibrotic lesions observed in
our murine model could correspond to these incipient lesions in
human cases (12, 13).

The characteristics of the acute and chronic phases in our
murine model are summarized in Figure 11; the acute phase was
characterized by parasitemia and cardiac parasitism associated
to mixed and lymphocytic infiltration, as well as very fine
collagen fibers; in the transition to the chronic phase, the
number of amastigote nests decreased while IgG titers increased.
The chronic phase was characterized by lymphocyte infiltration
and extensive cardiac fibrotic lesions, along with high serum
antibody titers.

Finally, histopathological analysis demonstrated the presence
of vacuolar spaces that could result of the nine cycles of binary
fission in amastigotes that occur after the infection (28, 29).

CONCLUSIONS

Our work demonstrates that the acute phase in our murine model
lasts for 62 days, with the chronic phase beginning at the end of
this period. A continuous fibrotic damage is observed since the
acute phase, and suggests a progression starting at the time of
infection; this progressive damage, along with the lymphocytic
infiltration, leads to cardiac hypertrophy with cavity dilation and
the dysfunction that characterizes Chagasic cardiopathy. Also
we can conclude that our murine model behaves in a similar
manner as the human disease, and therefore it is suitable to study
Chagas disease.
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